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【目的】クッシング症候群は副腎皮質からの過剰なコルチゾールの分泌と特徴
的な身体的徴候により診断される。病態としては ACTH分泌が過剰となり二次
的にコルチゾール分泌が増加する ACTH依存性クッシング症候群、そして副腎
から自律的にコルチゾールが過剰産生される ACTH非依存性クッシング症候群
がある。ACTH非依存性クッシング症候群すなわち副腎性クッシング症候群は、
約半数が副腎腺腫によって引き起こされる一般的な病態であるが、発病の原因
はいまだに十分に解明されていない。また、次世代シークエンサーの登場によ
り塩基配列の決定能力が飛躍的に伸び、様々な疾患の研究で用いられるように
なってきており、我々は全エクソンシークエンシングによって淡明細胞型腎細
胞癌の病態解明の報告を既にしている。そこで今回、我々は副腎性クッシング
症候群の発症に深く関係する遺伝子を見出すため、網羅的な遺伝子解析を行っ
た。 
【対象と方法】副腎性クッシング症候群の診断のもと、当院で副腎摘除術を施
行した 65例を対象とした。内訳は男性 8 例、女性 57例、手術施行時の年齢中
央値は 51（20-74）歳であり、クリニカルクッシング症候群 54 例、サブクリニ
カルクッシング症候群 10例、カルテからの情報では判別不可 1 例であった。ま
ず、凍結保存検体 8症例で腫瘍ならびに正常組織からゲノム DNA を抽出し、全
エクソンシークエンシング（HiSeq2000）を行った。その結果から得られた変異
および既に報告されている遺伝子について、新たに追加した 57 例の副腎性クッ
シング症候群症例においてサンガー法によるダイレクトシークエンシングで解
析を行い比較・集計した。多症例において検出された変異の機能的影響を調べ
るため、Mock、PRKACA WT、PRKACA Mutant について pGCDNsamIRES-EGFP
ベクターを作成し、HEK293Tに導入し in vitro でタンパク結合や PKAキナーゼ
活性を解析した。 
【結果】全エクソンシークエンシングの結果、合計で 66個の変異を同定し、17
個のサイレント置換を除く 49個の変異が候補として残り、1例あたりでは約 6.1
個の変異があった。変異の内訳はミスセンス置換が 36個、スプライスサイトの
変異が 2個、ナンセンス置換が 3個、欠失が 4個そして挿入は 1 つもなかった。
新たな発見として、8例中 4例で cAMP 依存性プロテインキナーゼ A（PKA）の
触媒サブユニットである PRKACA遺伝子の変異を発見した。それら全てが
PRKACA c.C617Tの変異であり、ロイシンをアルギニンに変換する p.L206R を引
き起こす同一カ所の変異であった。さらにこれまでに両側の副腎過形成で報告
されている GNAS p.R201Cの変異もみつかった。これらを総合すると cAMP/PKA
のパスウェイの変化が 8例中 5例（62.5%）とかなりの高確率で認められること
が分かった。ゲノムコピー数解析の結果では、変化に乏しく症例間で重複した
ゲノムコピー数変化を呈する領域がなかっただけでなく、1症例ずつの観察でも
ほぼ変化がなかった。さらに、PRKACA と GNASの領域に変化はないことから
変異はヘテロで起こっていると考えられた。これまでに報告されている
PRKAR1a、PDE11A、PDE8B、ARMC5 に関してはゲノムコピー数の変化はなく、
遺伝子変異を認めなかった。 
 この変異を検証するため新たに 57例の症例についてサンガー法によるダイレ
クトシークエンシングをした。その結果、PRKACA は 57 例中 30 例で変異があ
り、そのすべてが p.L206R。一方、GNAS の変異は全部で 10例あり、R201C が 6
例で R201H が 2 例であった。したがって、全エキソームシークエンシングを施
行した 8例を含む、全 65例の副腎性クッシング症候群では PRKACA の変異は全
65 例のうち 34 例（52.3%）に認め、全て L206R の変異であった。また、cAMP
の産生に関わるGNAS遺伝子の変異も 11例（16.9%）で認め、変異の内訳は R201C、
R201Hであった。これら PRKACA と GNAS はどちらも cAMP/PKA 関連遺伝子で
あり、両者の変異は症例間で完全に排他的に出現し全症例の約 70%を占めてい
た。 
PRKACA と GNAS の変異と臨床所見の比較の結果、PRKACA 変異を持つ群で
は、PRKACAと GNAS両者の変異を持たない群（WT）と比べ、1mgデキサメタ
ゾン抑制試験の結果が優位に高値であった（p=2.60×10-3）。また、PRKACA 変
異のある腺腫は WT と比べ優位に腫瘍径が小さかった。以上より、PRKACA 変
異のある腺腫の細胞はコルチゾールの産生能が高いと考えられた。一方、GNAS
変異を持つ群では WT と比べ、1mg デキサメタゾン抑制試験の結果は傾向とし
て高値であり、腫瘍径も小さい傾向であったが、有意差はつかなかった。さら
に、興味深いことに、サブクリニカルクッシング症候群の患者では PRKACA と
GNASのいずれかの変異を持つ症例は 1例ずつしかおらず、臨床所見を伴うクリ
ニカルなクッシング症候群ではいずれかの変異を有する症例は 75%と高値であ
った（p=0.84×10-3）。 
 PKAは 2つの活性サブユニット PRKACA と 2つの制御サブユニット
（PRKAR1a）の 4 量体であり、通常時は PRKAR1aが結合していることによって
PRKACAは制御されており PKAは活性化していない。そして、様々な刺激によ
って細胞内の cAMP 濃度が上昇すると、PRKAR1a に cAMP が結合し PRKACAと
の結合が解かれ、PRKACAは核内に移行し下流の遺伝子をリン酸化することで、
PKA活性を持つことが知られている。なお、PRKACA p.L206R は PKAの制御ユ
ニットである PRKAR1a との結合部にあり、変異があることによって結合しづら
い状態を引き起こしていることが予想された。 
 HEK293T細胞に Mock、PRKACA WT、PRKACA Mutantのそれぞれを強制発
現させた細胞および精製した純度の高いタンパクを用いた免疫沈降法によって、
PRKACAの p.L206R 変異は PRKAR1a との結合を阻害していることを証明した。 
 PKA のアッセイキットによって PKA の活性を調べた結果、Mock 群に比
べ WT 群と Mutant 群では PKA 活性の亢進があり、Mutant 群ではより顕著であ
った。これは、WT 群と Mutant 群で PRKACA を強制発現させていることから
Mock群と比べ PKA活性が亢進しており、Mutant 群では PKAの制御ユニットに
結合せず遊離状態にある作用サブユニットがあるために PKA活性がさらに亢進
しているだろうとの予測と矛盾しない結果であった。フォルスコリンを液体培
地に添加することによって細胞内の cAMP 濃度を上昇させた結果、Mock 群と
WT 群では PKA の活性が著明に亢進していたのに対し、Mutant 群では PKA の
活性は亢進していなかった。このことは、Mock群とWT群では作用ユニットは
制御ユニットと結合し PKA の活性を普段は持たないが、cAMP の存在により作
用ユニットは制御ユニットから離れ PKA活性を持つという既知の理解と矛盾し
ない結果であった。さらに、Mutant 群ではもともと作用ユニットは遊離状態に
あり cAMP濃度が上がっても PKA活性はフォルスコリン添加前と比べ上昇しな
いという予測と矛盾しない結果であった。 
PKA 阻害剤を用いた PKA 活性アッセイでは、H89 と KT5720 添加後ではそ
れぞれを添加していない群と比べ、Mock 群、WT 群、Mutant 群の全てで PKA
活性が阻害されていた。一方、Rp-cAMPs を添加することによって Mock 群と
WT群での PKA活性は阻害の程度に比べ、Mutant 群では阻害の程度は小さい物
であった。H89 と KT5720 は制御ユニットから遊離された作用ユニット側に作
用し PKA 活性を阻害するのに対し、Rp-cAMPs は制御ユニットと cAMP の結合
部に作用することによって PKA活性を阻害する。そのことから、Mutant 群は制
御ユニットと結合しない遊離状態にある作用ユニットであるため Rp-cAMPs で
は PKA活性を阻害できないだろうという我々の予測と矛盾しなかった。 
 以上より、L206R による遊離 PRKACA は cAMP に依存しない PKA活性を持つ
ことを証明することができた。 
【結論】ACTH非依存性クッシング症候群である副腎性クッシング症候群にお
ける PRKACAの L206R 変異を新たに発見した。また、PRKACA p.L206R を 52.3%
そして GNAS R201 の変異を 16.9%で認め、それらの変異による cAMP/PKAシグ
ナル伝達経路の異常が副腎性クッシング症候群では重要な役割を担っていると
考えられた。臨床データとの比較により PRKACA p.L206R 変異をもつ腫瘍細胞
はコルチゾール産生能が高いことが予想され、制御ユニットとの結合部に変異
があることで制御されずに恒常的な PKA活性を持つであろうと考えられた。今
回の結果から、これらの変異を用いることにより、副腎性クッシング症候群の
診断や治療に応用することができると考えられた。 
 
 
